liiiiiinii>iu f ^SSTf^ 

Q7i7R3fif 4138042 A1 




93176369 



B C 016 CI 

5^ 



DEUTSCHES 
PATENTAMT 



(57) Aktenieichen: 
(3) Anmeldetag: 
(§) OHenlegungstag: 



P41 38042.8 
19.11.91 



Int. CJ.V 

C 07 D 493/04 

CUP 17/18 
A01 N 43/90 
A 01 N 83/02 
C07G U/00 
A81K 31/425 
// (C07D 493/04. 
303:00)C07O 313:00. 
277:24 (CUP 17/18. 
CUR 1:01) 



I 



'1 



s 

OS 

en 



ui 
Q 



(?T) An m older: 

Gesellsehaft fur Biotechnologische Forschung mbH 
(GBF) . 3300 8raunschweig. DE 

(g) Vertreter: 

Boaters. H.. Dipl.*Chem. Of.rer.nat.; Bauer. R.. 
Dipl.-lng.. Pat.-Anwaite. 8000 MOnchen 



@ Erfinder: 

H6«a. Gerhard. Prof, Or.; Bedorf, Norbert. Or.; 
Garth. Klaus. Or.: fletchenbech. Hani. Prof. Or.. 3300 
Braunschweig. OE 



c 



Prufungsentrag gem. * 44 PatG ist gestem 

@ Epothilona. deren HersteHungsverfahren sowie sia enthaltende Mittel 
(g) Die Erfindung bttnrh Epothilone dtr lolgenosn iligtmw. 
nen Forme* 



5 A 




S 

en 



MtrsteWu«gsverlshrtn iow* Epothilone enthaltende Mutel. 

ft 1 



to i rtt omtx>lto^(c aw& 
93176369 ^ cmviT ^ 



BUN0ES0RUCKERO 03.93 308021/99 



10/85 



DE 41 38 042 Al 



Beschreibung 

Die Erfindung bctrifft Epothilone der folgenden allp ememen Formel: 
O 



R'O 



worin R ! Wassemoff. Ci-O-Alkyl C.-O-Acyl. Li". K*. Na*. 1/2 Mg 2 * odcr 1/2 Ca 2 * bedcutet und R' 
Wissemoff r-fer cine Met hylgruppe dantclU. 

Femer betrifft die Erfindung eine Epothilon. gckcnnzcichnct durch cincn odcr mchrcrc der folpenden Para- 
meter: 



'H-NMR-Daten 



'►C-NMR-Oiten 



Atom 




Atom 




2a 


2.4 


1 


170.5 


2b . 


2.52 


2 


39,1 


3 


4.19 


3 


722 


6 




4 


53.0 


7 


378 


5 


219.9 


8 


173 


6 


43.5 


9a 


1.4 


7 


747 


9b 


1.52 


8 


36.4 


10a 


1.4 


9 


307 


10b 


1,4 


10 


23.6 


11a 


1.42 


11 


27.6 


lib 


17 


12 


57.4 


12 


2.9 


13 


S4.6 


13 


3.01 


14 


317 


Ma 


1.85 


15 


76.8 


Mb 


2.11 


16 


137.4 


15 


5.41 


17 


120.1 


17 


6.6 


18 


152.1 


19 


6.99 


19 


I16J 


21*) 
22*) 


1.08 


20 


165.0 


1.35 


21*) 


20.4 


23 


1.15 


22') 


21.6 


24 


0.93 


23 


14.1 


23 


2.05 


24 


17.1 


26 


2.69 


25 


15.6 




26 


19,1 



4) 



*) Zuordnunf vcrtautthbar. 

C*H*NO.S[493) 
« FAB.MS(ne«.lonen):4WJ3fiir(M-Hr 

UV<MeOH)JU„<Iogc) - 210(4.17): 249(3.97) 

l R M»:29667j937: 1737: 1691: 1463: 1374; 1295: 1257: 1 185: 1150; 1087; 1029: 1014:979 cm- 

60 DC:Rf-075 

OC-Alufolie 60 F 2W . Merck: Uufmiitei: 
Dichlormeihan/Meihanol - 90 : 1 
Oetektion: 

" 1 Ani^ und erhilzen au ' ,20 ' Cbraune Anfarbung 

HPLCR. - 5.4 min 
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Slute: 4 x 250mmUchro$orbRP-187 um.Merck; 
FluO: 13 ml/min: Uufmittel: Methanol/ Waiier - 65 : 35 
Detektor:UV254nm 

Des wetteren betriffi die r r indung ein Epothilon, gekennzetchnet durch einen oder mehrere der folgenden * 
Parameter: 



• H-NMR.Daten 'KT-NMR-Daten 



Atom 




Atom 




10 


2a 


222 dd 


1 


170 J 




2b 


2.53 dd 


2 


39.4 




3 


4.24 dd 


3 


72.9 




6 


3.28 m 


4 


53.2 


IS 


7 


375 dd 


5 


219.8 




8 


1.73 m 


6 


43.1 




9a 


1.4 m 


7 


743 




9b 


13m 


8 


36.6 




10a 


1.4 m 


9 


30.9 


29 


10b 


1.4 m 


10 


223 




Ma 


1.42 m 


11 


323 




lib 


1.7 m 


12 


613 




12 




13 


61.7 




13 


2.8 dd 


14 


32.4 


25 


14a 


t.9ddd 


15 


76.9 




Mb 


2.1 ddd 


16 


137 J 




15 


5.41 dd 


17 


120.0 




17 


6.6 s 


18 


152.1 




19 


6.99 1 


19 


WS2 


30 


21 •) 


1.05i 


20 


165.1 




22') 


136 s 


21 •) 
22*) 


197 . 




23 


1.15 d 


213 




24 


0.92 d 


23 


1X7 




25 


2.05 s 


24 


t7.1 


35 


26 


2.69$ 


25 


157 




27 


1.28 s 


26 
27 


•19.0 
2X7 
(R'-CH,) 





•J Zuordnunt vertauschbar 



CitH*iNO»S(507] 

FAB-MS (neg. lonen): 506.25 fQr(M-H)- 

UV(MeOH)X*.»(!ogc) - 210(4.1 7): 249(3.97) <s 

IRFitmauf Irtran: mm . 

v - 3400:2958:2931:2875:^735;1689:1629:1609:1463;1378:1250:1149:1049:977cm- , 

DC:Rr- 075 » 
DC-Alufolie 60 F : *4. Merck: Uufmiuel: 
Oichlormethan/Meihanol - 90: 10 
Detektion: 

1 . U V- Loschung bei 254 nm 

2. Anspruhen mil Vanilin/Schwefelsiure- Reagent und erhitzi auf 1 20*C braunc Anfirbung ss 



HPLCR, -63mtn 

Slule:4 x 250mmUchrosorbRP-18 7 nm, Merck: 
FluO: 13 ml/min: Laufmittel: Methanol/ Wasser - 65 : 35 
Detekior:UV254nm 

Besonders bevorzugt sind Epothilone mit der folgenden Sirukiurformd 



*s 



3 
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JO 



6) 



worin R? Wasserstoff odcr Methyl bedcutct. (Das Kohlcn\toffatom dcr Mcthylgruppc wird als C27 bezctchnet). 
Fcrner betrifft die Erfindung ein Vcrfahrcn 7um Gcwinncn von Epoihiloncn. insbesondcre dcr vorsichcnd 
charaktcrisiertcn Epoihilone. das dadurch gckcnnzcichnet ist. daO man den Stamm So ce90 DSM 6773 

— incincm Kohlenstoffqucllcn.Sticksioffqucilcn und Mineralsal/eemhalicndcn Medium kuliivicrt. 

— cntweder wiihrend dcr Kultivicrung des Stammcs odcr an\ch!icUcnd cin Adsorbcrharz zusctzt. 

— die Fcrmentcrbrtihc abtrenm. 

— die Epoihilone aus dem Adsorbcrharz eiuicrt und 

— die Eluate direkt odcr Obcr wcitcrc Rcinigungnchrittc von dem/den U)sungsmiucl(n) befrcit. 

— und gegebenenfalls iiber Hochdruck/Nicderdruckchromatographic und/oder Umkristallisation die vcr- 
schicdenen Epoihilone aufrcinigt und voncinander trennt. 

Gegebenenfalls kdnnen die so gewonnenen Epoihilone mit gdngigen chemischen Verfahren weiter umgeseizt 
werden. z. B. mit Basen in die Alkali* und Erdalkalisalze uberfuhrt und gegebenenfalls weiter zu Ethern umge- 
setzt werden. oder sic kdnnen mtt organischen Saurcn in die entsprechenden Ester ubcrfiihrt werden. 

Ferner betrifft die Erfindung cin Mittcl fur den Pflanzenschutz in Landwirtschaft. Forstwirtschaft und/oder 
Gartenbau. bestehend aus einem oder mehrcren dcr vorstehend aufgefuhrten Epothilone oder eincs oder 
mchrcrc dicscr Epothilone cnthaltcnd. gegebenenfalls ncben einem oder mehrercn ublichen Triiger(n) und/oder 
VerdOnnungsmitiel(n). * 

SchlieGlich betrifft die Erfindung ein therapeutisches Mittel. das insbesondcre cytotoxischc Aktivitften em- 
wickeln und/oder Immunsupression bewirken kann. bestehend aus einem oder mehrercn der vorstehend aufgc* 
fiihnen Epothilone oder eines oder mehrcre dieser Epothilone enthaltend. gegebenenfalls nebch einem oder 
mehrercn Ublichen Tragertn) und/oder VcrdunnungsmitteKn). 

Im folgenden wird die Erfindung anhand von Bcispielcn und cxpcrimcntcllen Datcn nahcr erliiutcrt. 

Produktionssiamm 

Stamm Soce90 wurde im juli 1985 an der Gescllschaft fur Biotcchnologische Forschung (CBF) aus einer 
Bodenprobe von den Ufern des Zambesi. Siidafrika. isoliert. Dcr Stamm ist bei der Deuischcn Sammlung von 
Mikroorganismen (DSM) unter Nr. 6773 hinteriegt 

Stammkultur und morphologische Beschreibung: Der Stamm wachst auf Cellulose als cinzigcr Kohlenstoff- 
und Energiequelle mit KNO» als einzige StickstoffquellM. B.auf Fiherpapier uber ST21 Mineral$alzagar(O.I% 
KNOj: 0.1% MgSO« x 7 HjO: 0.1% CaCI 5 x 2 HjO: 0.1% KjHPO*: 0.01% MnSO* x 7 H)0: 0.02% Fedi; 
0.002% Hefeextrakt: Standard-SpurenelcmentlOsurig: 1% Agar). Auf diesem Medium werden dunkelrotbraune 
bis schwarzbraune Fruchtkorper gebildet. bestehend aus kleincn Sprangiolen (etwa 15 bis 30 urn Durchmesser) 
in mehr oder wentger groQen dichten Haufen und Paketen. 

Der Stamm wachst schr gut mit Glucose und KNOj. z. B,auf CA2Agar (Grundmedium: 1.5 g Agar in 92 ml 
Aqua dest.:Stamml6sung I; 7.5% KNOu 7.5% K ? HPO* in Aqua dcst.:Stammld*ung 2: 1.5% MgS0 4 x 7 H ; 0 in 
Aquadest.:Stammldsung3iOJ%CaOj x 2H ; O.0,l5% FeCli in Aqua dest.: Stammldsung 4; 20% Glucose in 
Aqua dest. Die Stammlbsungen werden durch Autoklavieren stcrilisicrt. )c I ml der Losungen I bis 3. sowie 5 ml 
der Lbsung 4 werden dem Grundmedium zugegeben. ebenso einc gccignete Menge einer Spurenelememld- 
sung). 

Die vegetativen SUbchcn haben fur Sorangium typischen Form (relativ dcrbe. im Phasenkontrastmikroskop 
dunklc. zylindrischc Stabchen mit breit abgerundeten Enden. im Mittcl 3-6 um lang und I *im dick). Nach 
lingerer Adaptation an das Wachstum in Flussigmedien wichst der Stamm in homogener Zellsuspension. 

Der Stamm So ce90 produzicn chemisch nahe verwandte Verbindungen. die antibiotische Aktivitai besuzen. 
Insbesondcre sinddiese Verbindungen cytotoxisch sowie antifungal wirksam. Hervorzuheben ist z. B. die Hem- 
mung von Mucor hiemliv 

' Produktion der biologtsch aktiven Verbindungen 

Die Verbindungen werden wahrend der logarithmischen bis hin zur stationaren Wachstumsphasc produzicrt. 
Eine typische Fermemat.on verlault folgendermaOen: Ein 100 l-Fermenter wird mit 601 Medium (0.8% 
Starke: 0.2% Glucose: 0J% Soyamehl: 0.2% Hefeextrakt: 0.1% MgSO. x 7 H:Oj8 mg/l I ^J*' ??> 
gefullt Beimpft wird mil 101 einer tm gleichen Medium jedoch zusazthch mit 50 mM HEPES-Puffer pM m in 
SchUtteikolben angezogenen Vorkultur (160 upnt 30'Q. Fermemien wird bei 32*C m.t 
ken von 500 upm und emer Beluftung von 0.2 NL pro m> und Std. der pH- Wert wird durch Zugabe von KOH bei 
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7.4 gehalten. Die Fermentation dauert 7- 10 Tagc . Die gebildeten aktiven Verbindungen bcfinden sich teils im 
Oberstand und teil$ in den Zellen. 

Aliemativ dazu kann in Cegenwart von Adsorberharzen (z. 0. XAD-U80. Rohm und Haas. 2-5%) fermen- 
lien werden. 

tsolierung von Epothilon A und B 

Wlhrend der Fermentation von Sorangium cellulosum Soce90(z. B. 701 Fermemationsvolutnen) in Gegen- 
wart eines Adsorberharzes (lB.: XAD-1180. R6hm und Haas. 2<* v/v) werden die gebtldeten Amibjoiika 
Epothilon A (Abb. 1) und B (Abb. 2) vollstandig an das Harx gebunden. Nach Abtrenming der Kul w«™« <*■ * 
durch Absieben in einem ProzeOfilter) wird das Han mit 3 Beitvolumen Wasser gewaschen und mil 4 Bettvolu- 
men Methanol eluiert Die vereintgten Eluate werden im Vakuum bis auf den Wassergehalt eingeengt una 
dreimal mit je 0.2 1 Ethylacetat e*trahiert. Die vereinigten Eihylacetatextrakte werden zur Trockne eingeengt 
(ca.40gTrockengewicht). _ ,c«..t.. 

Der Rohextrakt wird in 50 ml Methanol aufgenommen und an Dchroprep RP-18 25-40 um<Sluie. 
400 x 100 mm: Ru0:200 ml/min; Merck Prepbar) isokratisch mit Methanol/Wasser 6/4 chromatographies. Die 
Epothilone enthahenden Fraktionen (R, ca. 95-125 min) werden durch RP-18 Niederdnickchromatograph.e 
aufgereinigt. (Slule 400 x 60: HD-Sil-18.20-60. Ubomatic: Laufmittel: Methanoi/Wasser 65/35: FluO 25 ml/ 
min; R t Epothilon A: 140-165 min: R t Epothilon B: 170-195 min. 

Die Feinreinigung der Epothilone erfolgt durch Kristallisation aus 

1. Epothilon A: Toluol/Ethyl acctat - 3:2 

2. Epothilon B: Ethylacetat 

Epothilon A 
CmH w NO*S(493] 

FA B*MS (neg. lonen): 42925 fUr (M - H)~ 
'H-NMR-Datens.Tab.1 
"C-NMR.Datens.Tab,2 
UV(MeOH)3U tl (logc) - 210(4.1 7): 249 (3.97) 

l?W29:2966?2 , 937: 1737: 1691 : 1463: 1374: 1295: 1257: 1 185: 1 150: 1087: 1029: 1014:979 cm"' 
DC:Rf-0.75 

DC-Alufolie 60 F ;w . Merck: Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 

Detektion:I.UV.Uschungbei254 nm w * t * . 

2. AnsprUhen mit Vanillin/Schwef elsHure- Reagenz und crhitzcn auf 1 20* C braunc Anf arbung 
HPLC:Ri - 5.4 min 

Slule:4 x 250 mm Uchrosorb RP-18 7 urn. Merck: 
FluO: li ml/min: Laufmittel: Methanol/ Wasicr - 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 

Epothilon B 

C 3 ;H4iNO»S(507] 

FAB-MS(neg. Ionen):50625f0r(M-H)- 
'H-NMR-DatenvTab, I 
'KT-NMR-Datens.Tab.2 
UV(MeOH)/wn„(lof e) - 210 (4.1 7): 249 (3.97) 

^ R iTw:29587293l:2875: 1735: 1689: 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1 149: 1049:977 cm"' 
DC:Rr-0J5 

DC-Alufolie 60 Fjw. Merck: Laufmittel: 
Dichlormethan/Methanol - 90 : 10 
Detektion: 

1 AMprthM^^ und €rhi! " auf 1 2 °* C bfaUne U bUng 

HPLCiRi-Wmin . , 

Slule:4 x 250 mm Uchrowrb RP-18 7 urn, Merck: 
Rufl: 13 ml/min: Uufmittel: Methanol/Wasser - 65 : 35 
Detektor: UV 254 nm 
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Tabelle I 

■ H - N M R- Daten der Epoihilone A und 8 



2a 2.4 dd 2-22 dd 

2b 232 dd 2.53 dd 

3 4.19 dd 4,24 dd 

6 3.2 m 3.28 m 

7 3.78 dd 3.75 dd 

8 1.73 m 1.73 m 
9t 1,4 m 1.4 m 
9b 132 m 1.5 m 
10a 1.4 m 1.4 m 



1,4 m 1.4 m 

1.42 m 1.42 m 



10b 

I lb 1.7 m 1.7 m 

12 2.9 ddd 
13 



3.01 ddd 2.8 dd 

1.85 ddd 1.9 ddd 

2.11 ddd 2.1 ddd 

i 5 " 5.41 dd 5.41 dd 

17 6.6$ 6.6$ 

19 6.99 s 6.99$ 

2|M 1.08$ 1.05$ 

22*) U5$ !J6 « 

23 KlSd U3d 

24 0.93 d 0.92 d 
105$ 2.05$ 
239$ 2.69$ 



14a 

Mb 



25 
26 
27 

•) Zuordnung venaujchbn 



1.28$ 
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Tabelte 2 






,J C- NMR-Datcn der Epothtlonc A und B 


Atom 


A 


B 


| 


170 3 


1703 


* 


J 7.1 


39.4 


J 


Til 


719 




53.0 


53.2 


c 


, * 17*9 


2193 


£ 




43.1 




74.7 


743 


ft 




363 


Q 


JU*/ 


303 


in 

1 u 




223 


1 t 

1 I 


273 


323 


1 4 


57.4 


613 


1 J 


54 j6 


01*/ 


14 ' 


31.7 


314 


1 c 

1 9 


763 


763 


i Q 


137.4 


1373 


t J 


120.1 


1203 


19 


I5Z1 


15Z1 


10 


1163 


1163 


20 


165.0 


16S.1 


11 *\ 

21 ) 


20.4 


19J 


22 ) 


213 


213 


23 


M.I 


13J 


24 


17.1 


17.1 


25 


1Sj6 


13J 


26 


19.1 


193 


27 




22J 


•) Zuordnunc veniutchbar 





Patentaniprilche 



1. Epothilone der allgemeinen Formel: 



10 



19 



» 



25 



4} 



R'O » » 



worinR'W«ser,toff.Q~O.A^ 
WsssentoH oder eine Methylg ruppc dirstelit 
1 Epothilone der tllgemeinen Formel: 



N- 



R« » 



HO « B 



worin R' Waumtoff oder Methyl itu 
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3. Epothtlon. gekennzetchnet durch einen oder mehrereder fotgenden Parameter: 



' H - N MR.Ottcn ' < - NMR-Oaten 

Atom Atom 



2a 


14 


1 


170.5 


2b 


2.52 


2 


39.1 


3 


4.19 


3 


73.2 


6 


3.2 


4 


53.0 


7 


3.78 


5 


2193 


8 


1.73 


6 


43.5 


<»1 


\4 


7 


74.7 


9b 


.52 


8 


36.4 


10a 


1.4 


9 


30J 


10b 


1.4 


10 


233 


Ma 


1.42 


It 


273 


Mb 


1.7 


12 


57.4 


12 


2.9 


13 


54.6 


13 


3.01 


14 


31.7 


14a 


135 


15 


763 


Mb 


2.11 


16 


137.4 


IS 


5.41 


17 


120.1 


17 


6.6 


18 


152.1 


19 


6.99 


19 


116J 


2H 


1.08 


20 


1653 


22M 


U5 


2D 


20.4 


23 


1.15 


22*) 


213 


24 


0.93 


23 


14.1 


25 


2.05 


24 


17.1 


26 


2.69 


25 : 


153 






' 26 


19.1 



*) Zuordnunf vcniujchbir. 



C»H w NO*S(493] 

FAB-MS (neg. lonen): 492.25 fQr (M-H)- 
UV(MeOH)).m*i(logc) - 210(4.17): 249(3.97) 

IRFilmauflrtran: 

v: 3429: 2966: 2937: 1737; 1691: 1463: 1374; 1295: 1257: 1 185; 1 150: 1087: 1029: 1014:979 cm" 1 
DC:fU-0.75 

DC- Alufolie 60 Fj*. Merck; Laufmittel: 
Dichlormethan/ Methanol « 90 : 10 
Detektion: 

1. UV-L3schung bei 254 nm 

2. Ansprtthen mil Vanilin/Schwcfeisaure-Rcagcnz und erhitzcn auf 120*C braune Anfarbung 
HPLCRi - 5.4 min 

Siulc:4 * 250mmLichrotorbRP-18 7um,Mcrck: 
RuO: 13 ml/min;Uufmmcl: Methanol/Wawer - 65 : 35 
Detektor:UV254nm 

4. Epothilon. gekennzetchnet durch einen oder mehrere dcr folgenden Parameter: 
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'H-NMR.Otten '*C-NMR.Oattn 
Atom Aiom 



2a 


221 dd 


1 


1703 


2b 


233 dd 


2 


39.4 


3 


4.24 dd 


3 


723 


6 


3:8 m 


4 


53.2 


7 


3.75 dd 


5 


219.8 


8 


1.73 m 


6 


43,1 


9a 


1.4 m 


7 


74.3 


9b 


13m 


8 


36.6 


10« 


1.4 m 


9 


y>s 


10b 


1.4 m 


10 


223 


tu 


1.42 m 


11 


323 


lib 


1.7 m 


12 


613 


12 




13 


61.7 


13 


18 dd 


14 


32.4 


14a 


1.9 ddd 


15 


76,9 


14b 


2.1 ddd 


16 


1373 


15 


5.41 dd 


17 


120.0 


17 


6,6 % 


18 


152.1 


19 


6.99 s 


19 


116J2 


21 •) 


1.03 s 


20 


1611 


22*) 


U6.S 




19J 


23 


1.15d 


22») 


213 


24 


0.92 d 


23 


13.7 


25 


2.05 s 


24 


17.1 


26 


2.69 s 


25 


15.7 


27 


1.28 s 


26 


19.0 






27 


22J 








(R*-CH,) 



10 



*) Zuordnunf vcnautchbir 

C 2 tH4iNO*S(507] 

FAB-MS (ncg.loncn): 506^5 fQr(M-H)- 
UV(MeOH)X«u.(l0gt) - 210(4.17); 249(3.97) 

IRFilmauf Irtran: m . 40 

v - 3400:2958:2931:2873; 1735; 1689; 1629: 1609: 1463: 1378: 1250: 1149: 1049:977 cm 

DC:Rr - 0.75 

DC-Alufolic 60 F;*. Merck; Uufmittd: 

Dichtormethan/Methanol - 90: 10 4i 
Detektion: 

1. UV«Uschunc bet 254 nm . £M . 

2. Ansprtthen mil Vanilin/Schwefelsaure- Reagenz und erhuzt auf 1 20 # C braune Anflroung 

HPLCR, - 6Jmin 50 
Slule:4 * 250mmUchrosorbRP«18 7um.Merck: 
FluO: 13 ml/min: Uufmittel: Meihanol/Wasser - 65 : 35 
Detektor:UV254nm 

i Verf ahren turn Hersiellen von Epoihitonen nach einem dcr voranstehenden Anspruche . dadurch gekenn- ss 
ietchnet.diflmandenStammSoce90 . : ...^ 

- in onem KohlenstoHqueUeaStickstoffquellen und Mineralsa zeemhaltenden Medium ku tmeri. 

- emwedef wahrend der Kuttivierung des Stammes oder anschlieOend em Adsorberhart zuseut. 

- die Fermemerbrtthe abtrennt 

- die Epothilone aus dem Adsorberharz cluiert und .„ ; ...u«\ h-fr*i. 

- die E&tedirekt ©der uberweitere Reinigungwchrttte von dem/den Lflsungsmu e*i "> *™«\ 

- undwe^^Qber Hochdmck/Niederdruckchromatographie und/oder Umknstallisauon die 
venchiedenen Epothilone aufreintgt und voneinander trennt . r kmi*. 

6. MitieUuV den PHanzenschutz in der Landwinschaft und Fontwirtschafi w^^™ 0 ^™**^! 
hend aus einem c^rmSSen Epothilonen gemaO tinem der voranstehenden W-Jg 
mXerer dieter Epothilone enthaltend gegebenenfall* neben cmtm oder mehreren ubhchen Trlge<n) 

9317*6369 



6) 



-^ r '?- !r: " ; DE 41 38 '042' Al ' ' 



a. Therueutiicha MhteL dii iwbwondere cytotoxiiche Akilvitlien emwfckeln und/oder I™™™"*"- 
VerdOnnungsmitteKnV 
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50. degree, and the reaction mixt. was. adjusted to pH 7 with 1 M 
phosphate buffer to give 2 isomers, each in 19% yield. 
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AB The title compds . , e.g., I [R = H, Cl-4 alkyl; Rl , R2 = H, ci-6 
alkyl, Cl-6 acyl, benzoyl, Cl-4 trialkylsilyl , benzyl, Ph, Cl-6 
alkoxy, C6 alkyl-, hydroxy-, and halo-substituted benzyl or phenyl; 
X, Y = H, halo, pseudohalo, OH, acyloxy, alkoxy, benzoyloxy; or YZ = 
O, bond; however, I may not be epothilone A or B] , useful as 
agrochems. and pharmaceuticals (no data), are prepd. Thus, 
epothilone A in acetone contg. trif luoroacetic acid was heated 
overnight at 50. degree, and the reaction mixt. was adjusted to pH 7 
with 1 M phosphate buffer to give 2 isomers, each in 19% yield. 
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AB Fungicidal antibiotic epothilones I (Rl 



SE 



R2 - H, Me) and a fermentative process for "th^ 
!^, P f° CeSS . for their P re P n - comprises the fermn. of Sorangium 



H, alkyl, acyl, Li, etc.; 
eir prepn. are claimed. 



cellulosum 



epothilon 



A (Rl - R9 m ^ reSe ^u e ,° f 3 rSSin * ° Urin ^ the fer ™' 
A (Rl -R2 - H) and epothilone B (Rl = H; R2 = Me) are bound to the 

resin. Agrochem. fungicides contg. epothilone A and epSone B 
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